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Методы флуоресцентной и отражательной конфокальной лазерной сканирующей микроскопии являются 
современными высокотехнологичными методами исследования. Конфокальная микроскопия находит практическое 
применение в клеточной биологии и медицине. С помощью конфокальной микроскопии возможно осуществить 
изучение клеточных органелл и локализации молекул белков и других соединений относительно структур клетки или 
ткани, а также провести наблюдение за динамическими процессами в клетке. Конфокальные микроскопы позволяют 
проводить послойное сканирование исследуемых препаратов. Это дает возможность создавать наглядные объемные 
3D модели. По сравнению с обычными флуоресцентными микроскопами конфокальные микроскопы обладают 
повышенной контрастностью и четкостью изображения. 
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Application of confocal laser scanning microscopy 
in biology and medicine 
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Fluorescence confocal laser scanning microscopy and reflectance confocal laser scanning microscopy are up-to-date high-
end study methods. Confocal microscopy is used in cell biology and medicine. By using confocal microscopy, it is possible 
to study bioplasts and localization of protein molecules and other compounds relative to cell or tissue structures, and to 
monitor dynamic cell processes. Confocal microscopes enable layer-by-layer scanning of test items to create demonstrable 
3D models. As compared to usual fluorescent microscopes, confocal microscopes are characterized by a higher contrast 
ratio and image definition. 
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 С момента изобретения микроскоп играет важную 
роль в медицине. За более чем четырехсотлетнюю 
историю микроскопия прошла бурное развитие от 
простого оптического монокуляра до сложнейшего 
атомно-силового микроскопа. В клинических и лабо-
раторных исследованиях используется анализ окра-
шенных срезов тканей и клеток в проходящем белом 
свете. Это наиболее простой и в то же время весьма 
информативный вид оптической микроскопии. Более 
сложной разновидностью световой микроскопии яв-
ляются методы темного поля, фазового и дифферен-
циально-интерференционного контраста, позволяю-
щие наблюдать микроструктуры в неокрашенных и 
слабоконтрастных биологических объектах, таких как 
живые клетки. Изобретение флуоресцентной микро-
скопии позволило исследовать отдельные флуоресци-
рующие молекулы на уровне клеточных структур. На-
конец, конфокальная микроскопия дала возможность 
получать флуоресцентные сигналы с трехмерным суб-
клеточным разрешением, что значительно расширило 
возможности анализа прозрачных образцов [1]. 
На сегодняшний день конфокальная микроскопия 
находит практическое применение в клеточной биоло-
гии, медицине, а также в криминалистике и материа-
ловедении [2—4]. В биологии и медицине конфокаль-
ная микроскопия используется для получения изобра-
жений тонких оптических срезов живых и фиксиро-
ванных биологических тканей и клеток толщиной до 
100 мкм [1, 2, 5]. Лазерная сканирующая конфокаль-
ная микроскопия является важным инструментом для 
исследований и диагностики, требующим проведения 
предварительных работ. При проведении научных ис-
следований в области клеточной биологии, цитологии 
и медицины конфокальная микроскопия используется, 
как правило, на завершающей стадии эксперимента. 
Работе на конфокальном микроскопе в зависимости 
от поставленных задач обычно предшествует полу-
чение гистохимических срезов, работа с патогенными 
штаммами микроорганизмов, вызывающими инфек-
ционные заболевания, фиксация и окраска препарата 
флуоресцентными красителями либо окраска нефик-
сированных препаратов при экспериментах in vivo, 
создание систем экспрессии рекомбинантных белков, 
постановка экспериментов по трансфекции культур 
клеток исследования [6—11].
Объектами исследования методом конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии в медицине и 
биологии являются живые клетки (включая культуры 
клеток человека и животных, а также отдельные ми-
кроорганизмы) и фиксированные препараты (как от-
дельные клетки, полученные из соскобов слизистых 
покровов или проб крови, так и фрагменты тканей из 
биоптатов) [6, 10—15].
Предмет исследования методом конфокальной ла-
зерной сканирующей микроскопии в биологии и меди-
цине представляют крупные биомолекулы и органел-
лы клетки, их структурная организация, внутриклеточ-
ный транспорт и межклеточные взаимодействия, по-
зволяющие изучить особенности течения заболеваний 
на молекулярном уровне. 
Наиболее частой задачей конфокальной микроско-
пии является изучение структуры цитоскелета, ядра, 
хромосом, митохондрий и т. д. Исследуется также ко-
локализация двух и более веществ, например белков, 
и их локализация относительно структур клетки или 
ткани. С помощью конфокальной микроскопии воз-
можно осуществить изучение динамических процес-
сов, протекающих в живых клетках, например клеточ-
ного транспорта биологически активных соединений. 
Метод конфокальной микроскопии позволяет реги-
стрировать изменения физиологических параметров 
живых клеток, например измерять значения pH, кон-
центрацию и распределение ионов кальция, натрия и 
хлоридов. Для проведения исследований клеточных 
культур или других живых объектов in vivo предус-
мотрена возможность дополнительной установки на 
микроскоп термокамер и СО2-инкубаторов [1, 14—17]. 
Принцип устройства конфокального микроскопа 
был разработан аспирантом Гарвардского универ-
ситета Марвином Мински в 1957 г., однако широкое 
применение в практике он нашел лишь в 80-е го-
ды прошлого века, когда компьютерные и лазерные 
технологии достигли достаточного уровня развития 
[2, 5, 18—20]. 
Устройство конфокального микроскопа можно 
представить себе на примере пленочного фотоаппа-
рата. Для контроля величины пучка проходящего све-
та фотограф использует диафрагму. Уменьшая или 
увеличивая диаметр диафрагмы, он добивается оп-
тимальной яркости изображения и глубины резкости. 
Подобная диафрагма помещена внутри микроскопа 
в плоскости, где фокусируется исходящий от объекта 
свет (флуоресценция), собранный из фокуса объек-
тива. Лишний свет, который исходит не из наблюдае-
мой точки, а излучается ее окружением, отсекается 
диафрагмой. Уникальные возможности конфокального 
микроскопа обусловлены тем, что в качестве источни-
ка света в современных конфокальных микроскопах 
используются лазеры, а чрезвычайная точность реги-
страции сигнала лазера усиливается эффектом диа-
фрагмы, устраняющей посторонние сигналы. По срав-
нению с обычными флуоресцентными микроскопами 
конфокальные системы обладают повышенной кон-
трастностью и четкостью изображения. Кроме этого, 
они позволяют проводить послойное сканирование ис-
следуемых препаратов. Именно возможность получать 
четкие изображения слоев внутри препарата позволяет 
создавать объемные 3D модели. С этой целью прово-
дят послойное сканирование объекта и обрабатывают 
полученные данные с помощью специальной програм-
мы, которая самостоятельно создает объемную рекон-
струкцию. Это позволяет не использовать трудоемкую 
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методику изготовления и фотографирования серийных 
гистологических срезов [1, 5, 20]. 
Исходя из принципа использования лазера в каче-
стве источника света, лазерную сканирующую конфо-
кальную микроскопию разделяют на отражательную и 
флуоресцентную (рис. 1) [7, 21— 23]. 
Конфокальная лазерная сканирующая микро-
скопия нашла практическое применение в производ-
стве приборов, предназначенных для осуществления 
диагностики и научных исследований. При этом про-
слеживается четкое соответствие между видом кон-
фокальной микроскопии и способом ее применения: 
отражательная конфокальная лазерная сканирую-
щая микроскопия оказалась весьма удобной для ис-
пользования в диагностике, тогда как флуоресцентная 
конфокальная лазерная сканирующая микроскопия 
прочно заняла свое место в фундаментальных и при-
кладных научных исследованиях [11, 23—26].
Флуоресцентная конфокальная микроскопия осно-
вана на улавливании сигнала, исходящего от возбуж-
денного лазером флуорохрома. Свойствами флуоро-
хрома могут обладать как нативные соединения (свой-
ство аутофлуоресценции, присущее, например, кол-
лагену), так и компоненты, окрашенные флуорохром-
ными красителями или специфическими антителами, 
несущими такие красители. 
Флуоресцентная конфокальная микроскопия ввиду 
ряда причин не используется для диагностики, но име-
ет большое значение в научных исследованиях. В дер-
матологии флуоресцентная конфокальная микроско-
пия находит применение в изучении причин и особен-
ностей течения заболеваний на молекулярном уровне, 
а также в описании структуры кожи и ее компонентов 
[14, 27] (рис. 2). 
Так, после флуоресцентного окрашивания клеток 
Ларгенганса A. Scheynius и R. Fink-Puches было про-
Рис. 1. Принцип метода и применение отражательной и флуоресцентной конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии (КЛСМ)
Отражательная КЛСМ Флуоресцентная КЛСМ
Метод основан на различии индекса преломления 
света для каждой клеточной структуры
Область применения:
• офтальмология 
• дерматология
• гинекология
• хирургические специальности
Проникающий в препарат лазерный свет возбуждает 
флуорохром, который начинает флуоресцировать 
Используется для изучения:
• структур клеток
• межклеточных взаимодействий
• механизмов развития и формирования клеток
• особенностей течения физиологических процессов
Рис. 2.
Определение роли нейропептидов при псориатическом зуде [34]:
а — здоровый контроль; б, в — гиперпролиферация нервных окончаний в образцах кожи боль-
ных псориазом. Двойное окрашивание против коллагена (зеленый цвет) и маркера белка 9,5 
(красный цвет)
а б в
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ведено их послойное сканирование, а затем восста-
новлена 3D структура клеток. В результате были полу-
чены точные данные о размерах дендритных клеток, 
глубине их расположения и пространственных взаи-
модействиях между клетками разных типов [6, 7]. 
При исследовании распределения иммуноглобу-
лина А у пациентов с герпетиформным дерматитом 
S. Kawana и A. Segawa при помощи конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии наблюдали от-
ложения иммуноглобулина А на глубине 50—110 мкм 
от поверхности кожи и определили, что эти отложения 
анатомически имеют фибриллярную структуру, а не 
глобулярную, как считалось ранее [8]. 
При изучении белка α1-ламинина у больных псо-
риазом методом конфокальной лазерной сканирую-
щей микроскопии [9, 28, 29] были выявлены разли-
чия в распределении белка в коже пациентов, боль-
ных псориазом, и здоровых людей. В норме данный 
белок имеет высокоупорядоченное распределение, 
поскольку участвует в прикреплении кератиноцитов 
к базальной мембране и отвечает за межклеточные 
контакты. Отмечено, что в образцах кожи больных 
псориазом белок α1-ламинин окрашивается бессис-
темно и по базальной мембране распределяется не-
структурированно на участках как здоровой, так и по-
раженной кожи. 
Возможности конфокальной микроскопии исполь-
зуют также при изучении морфологии и особенностей 
жизнедеятельности патогенных микроорганизмов [15]. 
Trichophyton mentagrophytes является патогенным 
дерматофитом, вызывающим эпидермофитию стоп. 
G. Kaufman и соавт. был получен штамм T. mentagro-
phytes, экспрессирующий зеленый флуоресцирующий 
белок (GFP). Белок GFP являлся маркером для наблю-
дения за жизнедеятельностью патогена при помощи 
конфокальной микроскопии. Штамм был помещен на 
кожный эксплантат, после чего осуществлялось на-
блюдение за изменением морфологии дерматофита 
на стадиях прикрепления к поверхности кожи и про-
никновения внутрь. Установлено, что в целях адапта-
ции к среде обитания дерматофит образует длинные 
фибриллы в случае, если находится на поверхности 
кожного покрова, и короткие тонкие фибриллы, если 
он находится на более глубоком уровне. В результате 
проведенных исследований обнаружено, что рост кле-
ток патогена осуществляется во всех направлениях и 
сопровождается образованием гиф [10]. 
С использованием метода флуоресцентной 
конфокальной микроскопии проводится изучение 
морфологии структур кожи, в частности структуры 
ламеллярных гранул эпидермиса [16]. Осуществля-
ется изучение функций и распределения белков, 
имеющих отношение к псориазу, например белка 
β-катенина в клетках эпидермиса, который участву-
ет в клеточной дифференцировке и формировании 
межклеточных контактов, играет роль в передаче 
межклеточных сигналов и может стимулировать 
пролиферацию клеток [30].
Обзор современной научной литературы показал, 
что к настоящему времени флуоресцентная конфо-
кальная микроскопия нашла применение в дермато-
логии при изучении:
  липидного транспорта, в частности белка ABCA12, 
что имеет большое значение в патогенезе ихтиоза 
и некоторых генодерматозов [31]; 
  внутриклеточного транспорта (роль белка ламел-
лярных гранул Rab11 [32]);
  влияния УФ-излучения на кожу (деградация рецеп-
тора Fas при апоптозе, вызванном УФ-излучением 
[33]);
  роли рецепторов нейропептидов при псориатиче-
ском зуде [17, 34];
  участия опиоидных систем эпидермиса в возникно-
вении зуда при атопическом дерматите [35]. 
В Российской Федерации исследования в обла-
сти дерматологии с применением метода флуорес-
центной конфокальной микроскопии носят единич-
ный характер. 
Метод отражательной конфокальной микроскопии 
основан на различии индекса преломления света для 
каждой клеточной структуры и не требует предвари-
тельной подготовки препарата [4, 21].
Приборы, принцип работы которых основан на ме-
тоде отражательной конфокальной микроскопии, от-
вечают основным требованиям диагностики: простота 
и удобство в использовании, ценовая доступность, 
быстрое получение результата. Ключевым моментом 
в изобретении прибора стало применение оптического 
волокна для передачи сигнала от источника лазера на 
исследуемую область и обратно к детектору сигнала. 
Внедрение оптического волокна позволило сделать 
оборудование более компактным и приспособленным 
к непосредственному контакту с поверхностью кожи, 
глаза или внутренних полостей организма. Поэтому 
конфокальные микроскопы нашли свое применение в 
дерматологии, офтальмологии и эндоскопии [36—40]. 
Поскольку оборудование является наукоемким и вы-
сокоспециализированным, в мире существует всего 
несколько фирм-производителей. Так, в офтальмо-
логии практически монополистом является фирма 
NIDEK (Япония), производящая оборудование под 
торговой маркой ConfoScan [39]. Приборы ConfoScan 
позволяют неинвазивным методом в режиме реаль-
ного времени изучать структуру тканей и сосудов гла-
за. Оборудование для эндоскопии производит фирма 
OptiScan. Широко известна линия ее оборудования 
под названием PENTAX [38]. 
В дерматологии используются так называемые in 
vivo конфокальные микроскопы, которые производят 
компании Lucid Inc. (товары под маркой VivaScope, 
США) и OptiScan (микроскопы The Stratum, Австралия) 
[36, 38]. Начиная с 1997 г. производитель уникально-
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го медицинского оборудования для исследований ко-
жи — фирма Lucid Inc. — значительно улучшила ха-
рактеристики проникающей способности конфокаль-
ных микроскопов для исследований in vivo — от про-
никающей способности в 50—100 нм конфокального 
микроскопа VivaScope 1000 в 1997 г. до способности 
прибора последнего поколения VivaScope 2500 про-
никать в кожу на глубину 300—400 нм. Длина волны 
лазера в таких микроскопах составляет 1064 нм [36] 
(рис. 3).
Конфокальная микроскопия для исследований 
in vivo предоставляет ряд уникальных возможностей 
для диагностики различных заболеваний кожи (рис. 4). 
Отражательная конфокальная микроскопия яв-
ляется прижизненным неинвазивным методом диа-
гностики, позволяющим получить изображения 
эпидермиса и поверхностной части дермы с разре-
шением, приближенным к обычной световой микро-
скопии. Данный метод не требует сложных манипу-
ляций при подготовке к работе. Ткани исследуются 
в физиологическом состоянии, что может быть осо-
бенно важным при оценке эффективности проводи-
мой терапии. Толщина оптического среза составля-
ет менее 5 нм, что позволяет с высокой четкостью 
изучать морфологию различных слоев кожи. Кроме 
наблюдений в пространстве можно также прово-
дить наблюдения во времени (в динамике), это мо-
жет быть существенным при анализе результатов 
выбранного вида терапии. Необходимо учитывать, 
что в отличие от изображения ткани и клеток, полу-
ченного при проведении гистологического исследо-
вания, изображение, полученное in vivo с помощью 
конфокального микроскопа, будет выглядеть иначе, 
поскольку сканируемые слои располагаются парал-
лельно поверхности кожи. На экране монитора ком-
пьютера, на который передается информация с ма-
нипулятора, контактирующего с кожей, изображе-
ние будет черно-белым [10, 41—43]. Пример такого 
изображения приведен на рис. 5.
Отражательная конфокальная лазерная ска-
нирующая микроскопия позволяет проводить диа-
гностику различных заболеваний кожи. В работе 
М. Ulrich и соавт. при сравнении диагностической 
эффективности метода отражательной конфокаль-
ной микроскопии и метода гистологических срезов 
у больных кератозами по трем параметрам (нали-
чие паракератоза, архитектурной дезорганизации и 
полиморфизма кератиноцитов) было показано, что 
специфичность и чувствительность метода отража-
тельной конфокальной микроскопии варьирует от 
80 до 98,6%. Метод был рекомендован для осущест-
вления неинвазивной диагностики, а также в каче-
стве дополнительного инструмента при мониторинге 
эффективности терапии [43]. 
In vivo конфокальная лазерная сканирующая ми-
кроскопия позволяет, не нарушая кожного покрова, 
Рис. 3.
FluoView FV1000 микроскоп для флуо-
ресцентной конфокальной микроско-
пии. Производство фирмы Olympus, 
Япония (фотография с официального 
сайта производителя)
Рис. 4.
VivaScope 1500 микроскоп для отража-
тельной микроскопии. Производство 
фирмы Lucid Inc., США (фотография 
с официального сайта производителя)
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оценивать размеры и ряд морфологических характе-
ристик при диагностике опухолей кожи [44, 45]. При 
проведении I. Ono и соавт. трехмерного in vivo анали-
за структуры доброкачественных и злокачественных 
опухолей кожи в результате многократного послойно-
го горизонтального сканирования с помощью отража-
тельной конфокальной микроскопии были созданы 3D 
реконструкции опухолей и в режиме реального време-
ни определены размер опухоли и глубина поражения 
[22]. 
In vivo конфокальные микроскопы применяются 
при диагностике грибовидного микоза. Известно, что 
грибовидный микоз представляет собой труднодиаг-
ностируемое на ранних стадиях заболевание. Для под-
тверждения диагноза часто требуется многократное 
гистологическое исследование. Однако при сравне-
нии патологических изменений, выявленных у пациен-
тов с грибовидным микозом гистологическим методом 
и методом отражательной конфокальной микроско-
пии, было установлено, что данные, полученные при 
помощи этих методов, демонстрировали высокую кор-
реляцию между собой. Это указывает на возможность 
применения у данной группы пациентов конфокальной 
микроскопии вместо трудоемкого гистологического 
исследования [12].
Обзор изученной современной научной литерату-
ры показал, что основными направлениями исполь-
зования in vivo конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии в дерматологии в настоящее время яв-
ляются: 
  изучение здоровой кожи [46—49];
  изучение воспалительных и инфекционных забо-
леваний кожи (псориаз, аллергический контактный 
дерматит, ирритантный контактный дерматит, они-
хомикоз, дерматофитии) [50—54];
  изучение новообразований кожи (доброкачествен-
ные новообразования, базально-клеточная карци-
нома, меланома) [55—60].
Таким образом, как следует из приведенных дан-
ных научной литературы, методы флуоресцентной и 
отражательной конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии являются современными высокотехно-
логичными методами исследования, применение ко-
торых в научно-исследовательских и диагностических 
целях, безусловно, расширит возможности современ-
ной отечественной дерматологии. 
Рис. 5.
In vivo конфокальное изображение фрагментов зернистого слоя здоровой кожи предплечья че-
ловека. Темные ядра клеток расположены в центре клеток, границы цитоплазмы яркие, име-
ют зернистую структуру (фотография выполнена на приборе VivaScope 1500 в ФГБУ «ГНЦДК» 
Минздрава России)
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